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APRESENTAÇÃO 
 
De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de Pós-
Graduação em Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal do Rio Grande do 
Sul, a presente tese foi redigida na forma de capítulos, com encarte de publicações. 
Assim, este exemplar encontra-se dividido da seguinte forma: 
• Introdução;  
• Objetivo geral e objetivos específicos; 
• Revisão da literatura; 
• Capítulo I – Artigo científico: Nanotechnology applied to treatment of 
mucopolysaccharidoses; 
• Capítulo II – Artigo científico: Gene editing of MPS I human fibroblasts by co-
delivery of a CRISPR/Cas9 plasmid and a donor oligonucleotide using nanoemulsions 
as nonviral carriers; 
• Capítulo III – Artigo científico: Physicochemical properties of cationic 
nanoemulsions and liposomes obtained by microfluidization complexed with a single 
plasmid or along with an oligonucleotide: implications for CRISPR/Cas technology; 
• Capítulo IV – Artigo científico: In vivo gene editing of mucopolysaccharidosis I 
mice using the CRISPR/Cas9 system; 
• Capítulo V – Artigo científico: Neonatal nonviral gene editing with the 
CRISPR/Cas9 system improves cardiovascular, respiratory, and bone disease in 
mucopolysaccharidosis I mice; 
• Discussão geral; 
• Conclusões; 
• Referências; 
• Anexos: produção tecnológica relacionada. 
 
  
  
  
RESUMO 
A mucopolissacaridose tipo I (MPS I) é causada pela deficiência de alfa-L-iduronidase 
(IDUA), responsável pelo catabolismo de glicosaminoglicanos (GAGs), levando ao acúmulo 
multissistêmico de sulfato de heparano e dermatano. Este estudo tem por objetivo avaliar o 
potencial de sistemas lipídicos nanoestruturados como carreadores do plasmídeo do 
sistema CRISPR/Cas9 e um vetor doador da sequência do gene IDUA/Idua para edição 
gênica em fibroblastos de pacientes e em modelo murino de MPS I. Foram produzidos 
lipossomas (DOTAP, DOPE e DSPE-PEG) e nanoemulsões (e TCM) por homogeneização 
à alta pressão e microfluidização. O DNA foi associado às formulações por adsorção, ou por 
encapsulamento dos complexos pré-formados DNA/DOTAP no núcleo oleoso da 
nanoemulsão. A eficiência de transfecção dos complexos foi avaliada em fibroblastos de 
pacientes MPS I e ocorreu um aumento significativo da atividade de IDUA em 2, 15 e 30 
dias após os tratamentos, que promoveu uma redução na quantidade de lisossomos nos 
fibroblastos tratados. A caracterização físico-química de formulações produzidas por 
microfluidização complexadas a somente um plasmídeo ou juntamente com um 
oligonucleotídeo foi verificada e pode-se afirmar que a capacidade de complexação e 
transfecção depende diretamente do tipo celular e da relação de cargas, e não há 
implicações quanto ao tamanho das sequências de ácidos nucleicos. Camundongos MPS I 
receberam os complexos lipossomais por injeção hidrodinâmica e sua biodistribuição foi 
detectada principalmente no pulmão, coração e fígado. A atividade sérica de IDUA normal 
aumentou em cerca de 6% e foi mantida por seis meses. A atividade aumentada no pulmão, 
coração, fígado e rim após eutanásia promoveu redução dos GAGs na urina e nos mesmos 
tecidos, corroborando com as análises histológicas. Em um estudo em andamento, foi 
realizada uma investigação mais aprofundada do efeito do tratamento lipossomal na 
morfologia óssea, sistemas cardiovascular e respiratório, e funções cerebrais dos animais 
tratados. A análise ecocardiográfica demonstrou uma melhora na hipertrofia e contratilidade 
do coração, porém não houve melhora na espessura das válvulas. O diâmetro da aorta foi 
similar ao de animais normais, porém as quebras de elastina ficaram entre o grupo normal 
e o não tratado. A morfologia facial dos animais tratados foi intermediária, assim como a 
espessura do osso zigomático. Entretanto, o osso femoral demonstrou espessura 
comparável ao normal. Já a resistência pulmonar apresentou uma tendência de redução 
nos animais tratados em relação aos animais MPS I. O conjunto de resultados demonstra o 
potencial das nanoestruturas lipídicas co-complexadas com o plasmídeo CRISPR/Cas9 e 
um vetor doador da sequência IDUA/Idua para terapia gênica da MPS I. 
Palavras-chave: CRISPR/Cas9, mucopolissacaridose tipo I, terapia gênica, vetores não-
virais. 
  
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
Mucopolysaccharidosis type I (MPS I) is caused by the deficiency of alpha-L-iduronidase 
(IDUA), responsible for the catabolism of glycosaminoglycans (GAGs), leading to 
multisystemic accumulation of heparan and dermatan sulfate. This study aims to evaluate 
the potential of lipid-based nanostructures as carriers of the CRISPR/Cas9 plasmid and a 
vector donor of the IDUA/Idua sequence for gene editing in patients’ fibroblasts and in a 
murine model of MPS I. Liposomes (DOTAP, DOPE, and DSPE-PEG) and nanoemulsions 
(also MCT) were produced through high-pressure homogenization or microfluidization. DNA 
was associated with liposomes and nanoemulsions by adsorption or by encapsulation of 
DNA/DOTAP preformed complexes in the oil core of nanoemulsions. The transfection 
efficiency of complexes was evaluated in fibroblasts from MPS I patients and a significant 
increase in IDUA activity was demonstrated at 2, 15, and 30 days after treatments. It was 
also possible to observe a significant reduction in lysosomal amount in treated fibroblasts. 
The physicochemical characterization of liposomes and nanoemulsions produced through 
microfluidization complexed with a single plasmid or along with an oligonucleotide has been 
verified and it can be stated that the complexing and transfection capacity of the complexes 
depends directly on the cell type and the charge ratio, and there are no implications of the 
size of the nucleic acid sequences. MPS I mice received the liposomal complexes by 
hydrodynamic injection and their immediate biodistribution was detected mainly in the lung, 
heart, and liver. An increase of about 6% in normal serum IDUA activity was maintained for 
six months, in addition to increased lung, heart, liver, and kidney activity after euthanasia. 
The enhanced enzymatic activity promoted a significant GAGs reduction in urine and in the 
same tissues, corroborating with histological analysis. In an ongoing study, a deeper 
investigation was carried out on the effect of liposomal treatment on bone morphology, 
cardiovascular and respiratory systems, and brain function. The echocardiographic analysis 
showed an improvement in the parameters of hypertrophy and contractility of the heart, but 
there was no improvement in heart valves. Aorta diameter was similar to that of normal 
animals, but elastin breaks were between the normal and untreated groups. Facial 
morphology of treated animals was intermediate, as well as the analysis of zygomatic bone 
thickness. However, femoral bone showed thickness comparable to normal animals. Lung 
resistance, on the other hand, showed a tendency to reduction in treated animals when 
compared to MPS I. The set of results demonstrates the potential of the co-complexed lipid 
nanostructures with the CRISPR/Cas9 plasmid and a donor vector of the IDUA/Idua 
sequence for MPS I gene therapy.  
Keywords: CRISPR/Cas9, gene therapy, mucopolysaccharidosis, nonviral vectors. 
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A mucopolissacaridose tipo I (MPS I) é uma doença lisossômica (DL) 
progressiva multissistêmica, causada pela deficiência de alfa-L-iduronidase (IDUA), 
responsável pela degradação dos glicosaminoglicanos (GAGs) sulfato de heparano e 
dermatano em diversos tecidos (GIUGLIANI, 2012). Atualmente existem dois 
tratamentos disponíveis para a MPS I, a terapia de reposição enzimática (TRE) e o 
transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH). Contudo, as alternativas 
terapêuticas atuais não são completamente satisfatórias, visto que não são totalmente 
eficazes em reverter ou retardar os desfechos clínicos da doença (GIUGLIANI et al., 
2010). Sendo assim, a busca por novas terapias para a MPS I tem sido crescente, 
dentre as quais se destaca a terapia gênica (GIUGLIANI et al., 2012), que consiste na 
inserção de um gene funcional a fim de corrigir uma disfunção celular ou prover novas 
funções à célula. 
Apesar de promissora, a terapia gênica enfrenta diversas limitações 
relacionadas à capacidade de penetração e estabilidade intracelular dos ácidos 
nucleicos (BALDO; GIUGLIANI; MATTE, 2014). Com o intuito de transpor essas 
dificuldades, algumas estratégias têm sido utilizadas, como a veiculação dos ácidos 
nucleicos mediante complexação com vetores não-virais lipídicos, como lipossomas, 
nanoemulsões e nanopartículas. Estudos recentes têm demonstrado as 
potencialidades do uso de vetores nanotecnológicos lipídicos como carreadores de 
ácidos nucleicos para terapia gênica (FRAGA et al., 2008, 2011, 2015; LIU; YU, 
2010; MCNEIL; PERRIE, 2006; NORDLING-DAVID; GOLOMB, 2013). 
Contudo, a curta duração da expressão gênica após a liberação do material 
genético no interior da célula representa uma limitação da terapia gênica com vetor 
epissomal, visto que raramente ocorre sua integração ao genoma (CARVALHO et al., 
2015). Nesse contexto, o sistema CRISPR/Cas (Clustered Regular Interspaced Short 
Palindromic Repeats) surgiu como uma nova ferramenta que pode possibilitar a 
edição gênica e a integração da sequência exógena ao genoma (CONG et al., 2013; 
MALI et al., 2013; RAN et al., 2013). O desenvolvimento de vetores nanotecnológicos 
lipídicos do sistema CRISPR/Cas9 para terapia gênica da MPS I pode possibilitar a 
entrega intracelular do material genético e posterior edição e correção genômica a 
fim de habilitar a célula a produzir a enzima deficiente. Partindo-se dessa hipótese, a 
presente tese de doutorado tem por objetivo principal desenvolver sistemas 
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nanotecnológicos lipídicos como carreadores do sistema CRISPR/Cas9 para terapia 
gênica da MPS I. A tese está apresentada em cinco capítulos: 
• O primeiro capítulo apresenta uma revisão do tema apresentando diferentes 
aspectos relacionados à nanotecnologia aplicada ao tratamento das 
mucopolissacaridoses. 
• O capítulo 2 descreve a eficiência de transfecção in vitro de nanoemulsões 
produzidas por homogeneização à alta pressão complexadas de duas maneiras 
diferentes com o plasmídeo do sistema CRISPR/Cas9 e com o oligonucleotídeo 
doador da sequência correta do gene IDUA para correção da mutação Trp402* em 
fibroblastos de pacientes MPS I. 
• No capítulo 3 está descrita a caracterização físico-química de lipossomas e 
nanoemulsões produzidos por microfluidização co-complexados com o plasmídeo do 
sistema CRISPR/Cas9 e com um plasmídeo ou um oligonucleotídeo doador da 
sequência correta do gene de interesse para recombinação homóloga. 
• O capítulo 4 investiga a eficiência de transfecção in vitro de lipossomas 
produzidos por microfluidização complexados com o plasmídeo do sistema 
CRISPR/Cas9 e com o oligonucleotídeo doador da sequência correta do gene IDUA 
para correção da mutação Trp402* em fibroblastos de pacientes MPS I e ainda estuda 
o efeito da injeção hidrodinâmica neonatal de lipossomas complexados com os 
plasmídeos do sistema CRISPR/Cas9 e com o doador da sequência da Idua em 
camundongos MPS I neonatos, nocautes para o gene Idua. 
• O capítulo 5 investiga mais profundamente os efeitos do tratamento neonatal 
com os lipossomas do capítulo anterior sobre o sistema cardiovascular e morfologia 
da aorta, sistema respiratório, cérebro e comportamento, e ainda sobre o fenótipo e 
morfologia óssea dos animais adultos. 
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OBJETIVO GERAL 
A presente tese tem por objetivo geral desenvolver e caracterizar 
formulações nanotecnológicas lipídicas co-complexadas com um plasmídeo do 
sistema CRISPR/Cas9 e um vetor doador do gene IDUA/Idua, visando à terapia gênica 
em fibroblastos de pacientes MPS I in vitro e em camundongos MPS I in vivo. 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
• Preparar nanoemulsões por homogeneização a alta pressão, caracterizar as 
propriedades físico-químicas e avaliar a eficiência de transfecção e edição gênica dos 
complexos formados com o plasmídeo do sistema CRISPR/Cas9 e doador da 
sequência correta para corrigir a mutação Trp402* no gene IDUA em fibroblastos de 
pacientes MPS I. 
• Preparar nanoemulsões e lipossomas por microfluidização, complexar com um 
plasmídeo ou uma mistura de plasmídeo e oligonucleotídeo, caracterizar as 
propriedades físico-químicas e avaliar a captação celular dos complexos, a fim de 
verificar prováveis implicações na vetorização do sistema CRISPR/Cas. 
• Avaliar in vitro a viabilidade celular e a eficiência de transfecção e edição gênica 
de lipossomas produzidos por microfluidização co-complexados ao plasmídeo do 
sistema CRISPR/Cas9 e ao oligonucleotídeo doador da sequência correta para corrigir 
a mutação Trp402* no gene IDUA em fibroblastos de pacientes MPS I; 
• Avaliar in vivo a eficiência de edição gênica após injeção hidrodinâmica dos 
lipossomas co-complexados ao plasmídeo do sistema CRISPR/Cas9 e ao plasmídeo 
doador da sequência completa do gene Idua em camundongos neonatos MPS I 
nocautes para o gene Idua. 
• Avaliar os efeitos que o tratamento com os complexos lipossomais pode gerar 
nos camundongos adultos, mais especificamente nos sistemas cardiovascular e 
respiratório, cérebro, comportamento e morfologia óssea. 
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O LISOSSOMO E AS DOENÇAS LISOSSÔMICAS 
Os lisossomos são organelas que apresentam pH interno ácido e são 
encontradas em todas as células de mamíferos, exceto nas hemácias. São estruturas 
formadas por uma membrana fosfolipídica, contendo no seu interior uma série de 
hidrolases, responsáveis pela degradação de macromoléculas (SAFTIG; HAAS, 
2016). Sua biogênese ocorre a partir da fusão de autofagossomas com endossomas 
ou, ainda, pela acidificação de endossomas no citosol das células (SAFTIG; 
KLUMPERMAN, 2009). A principal função do lisossomo é a degradação de 
biomoléculas, mas também está envolvido em diversos processos como autofagia 
(SAFTIG; HAAS, 2016), defesa contra invasores exógenos e sinalização e morte 
celular (REPNIK et al., 2012). 
O tráfego das enzimas lisossômicas até os endossomas ocorre por meio de 
dois receptores de manose-6-fosfato (M6PR) localizados na membrana celular (no 
caso de enzimas recicladas) e no complexo de golgi (no caso de enzimas recém-
sintetizadas). No pH ácido do lisossomo o receptor se desliga das enzimas, que se 
tornam ativas nesse meio (SAFTIG; KLUMPERMAN, 2009). A deficiência de alguma 
proteína lisossômica geralmente está associada a uma condição patológica e esse 
grupo de doenças é conhecido como doenças lisossômicas (DL). 
As doenças lisossômicas são erros inatos do metabolismo em que ocorre a 
deficiência total ou parcial de uma enzima ou de proteínas responsáveis pela 
biogênese e maturação dos lisossomos. Essa deficiência causa um acúmulo gradual 
de macromoléculas complexas não metabolizadas ou parcialmente metabolizadas. O 
tipo de substrato acumulado é utilizado para caracterizar os grandes grupos de DL, 
que incluem as mucopolissacaridoses (MPS, caracterizada por acúmulo de 
glicosaminoglicanos), lipidoses (lipídios), glicogenoses (glicogênio) e 
oligossacaridoses (de pequenos açúcares) (PARENTI; ANDRIA; BALLABIO, 2015). A 
gravidade dos sintomas dependerá do tipo e da quantidade de macromoléculas 
acumuladas nos tecidos, como também das consequências patológicas dessa 
alteração. Na maioria das DL o acúmulo inicia em idade fetal e torna-se clinicamente 
evidente nos primeiros dois anos de vida. A característica principal dessas doenças é 
seu curso progressivo com alta morbidade e mortalidade (GIUGLIANI, 2012a). 
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MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO I: CARACTERIZAÇÃO DA PATOLOGIA E 
TRATAMENTO 
As mucopolissacaridoses (MPS) são doenças genéticas raras crônicas e 
progressivas, causadas pela deficiência de enzimas lisossômicas envolvidas no 
catabolismo de glicosaminoglicanos (GAGs). Os GAGs sulfato de dermatano, sulfato 
de heparano, sulfato de queratano, sulfato de condroitina e ácido hialurônico que não 
são degradados ou são apenas parcialmente degradados por vias alternativas 
acumulam-se nos lisossomos, resultando em disfunção celular, tecidual e orgânica 
generalizadas (MUENZER, 2011). As consequências são sinais e sintomas 
multissistêmicos que se apresentam como face característica, opacificação da córnea, 
cardiopatia, perda auditiva, problemas respiratórios, hepatoesplenomegalia, limitação 
de mobilidade articular e inclusive pode ocorrer dano nas funções cognitivas 
(GIUGLIANI, 2012b). 
A mucopolissacaridose tipo I (MPS I) é uma doença lisossômica progressiva 
multissistêmica, causada pela deficiência da enzima lisossômica alfa-L-iduronidase 
(IDUA; EC 3.2.1.76), que impossibilita a degradação dos GAGs sulfato de heparano e 
sulfato de dermatano em diversos tecidos. O sulfato de heparano é composto 
principalmente por ácido glicurônico e glicosaminas, estando presente em 
proteoglicanos associados à membrana plasmática de diversos tipos celulares, 
inclusive de neurônios. O sulfato de dermatano é composto principalmente por ácido 
L-idurônico e N-acetilgalactosamina sulfatada e está presente na matriz de tecidos 
conectivos, como tendões e válvulas cardíacas (FULLER; MEIKLE; HOPWOOD, 
2004; MEIKLE; FULLER; HOPWOOD, 2011).  
A MPS I é causada por mutações no gene IDUA, localizado em seres humanos 
no braço curto do cromossomo 4 (4p16.3). Em humanos, o gene IDUA tem tamanho 
total de 19 Kb e possui 14 éxons que originam um mRNA de 2,3 Kb e uma proteína 
de 653 aminoácidos (SCOTT et al., 1992). A enzima tem um tamanho inicial de 73 
KDa e é processada a uma forma madura de 69 KDa. No Brasil, existem duas 
mutações que são particularmente prevalentes, a Trp402* e a Pro533Arg, que estão 
presentes em cerca de 70% dos pacientes (MATTE et al., 2003).  
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As manifestações clínicas da MPS I são heterogêneas, sendo reconhecidas 
três formas principais: MPS IH ou Síndrome de Hurler (forma grave) (OMIM #607014), 
MPS IH/S ou Síndrome de Hurler-Scheie (forma intermediária) (OMIM #607015) e 
MPS IS ou Síndrome de Scheie (forma atenuada) (OMIM #607016) (MUENZER, 2011; 
MUENZER; WRAITH; CLARKE, 2009). A expectativa de vida é geralmente limitada à 
infância na forma MPS IH e à adolescência na forma intermediária, e pode ser normal 
na forma mais branda (GIUGLIANI, 2012c). A incidência mundial estimada da MPS I 
é de cerca de 1:100.000 nascidos vivos e aproximadamente 50 a 80% dos pacientes 
têm a forma mais grave da doença (MUENZER; WRAITH; CLARKE, 2009). O 
diagnóstico inicial da MPS I é baseado no reconhecimento dos sintomas clínicos, em 
testes bioquímicos para detecção de GAGs na urina e em ensaios enzimáticos. Os 
últimos são realizados em fibroblastos cultivados, plasma ou leucócitos e utilizam 
substratos fluorescentes específicos para IDUA. A deficiência na atividade da enzima 
e a excreção aumentada de GAGs urinários estão presentes em todos os pacientes 
(GIUGLIANI, 2012c). 
Há dois tratamentos disponíveis para a MPS I, a terapia de reposição 
enzimática (TRE) e o transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH). A TRE 
consiste na administração intravenosa semanal da versão recombinante da enzima 
IDUA humana produzida por engenharia genética (GIUGLIANI et al., 2010). Ambos se 
baseiam no fato de que a enzima IDUA é modificada com resíduos de manose-6-
fosfato (M6F), podendo ser captada por receptores específicos para enzimas 
lisossômicas, os receptores de manose-6-fosfato (M6FR) das células adjacentes 
(TOMANIN et al., 2012). Apesar da TRE ser a terapêutica atual mais segura e 
eficiente, ela possui como limitadores o acesso a determinados órgãos, como cérebro, 
ossos, olhos e cartilagens (CLARKE et al., 2009), além da baixa adesão ao tratamento. 
Por fim, o custo de cerca de R$ 850.000,00 anuais por paciente, justifica a busca de 
novas estratégias para o tratamento da doença (GIUGLIANI et al., 2012). Já o TCTH, 
que inicialmente era realizado a partir do transplante de medula óssea (TMO), e mais 
recentemente tem sido realizado através do transplante de cordão umbilical (TCU) 
(MUENZER; WRAITH; CLARKE, 2009), permite que as células transplantadas 
produzam e distribuam a enzima aos diferentes órgãos através da reconstituição do 
sistema hematopoiético. Contudo, devido aos riscos associados à terapia (como 
morbidade e mortalidade causadas pela doença do enxerto contra o hospedeiro) este 
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tratamento é indicado apenas em situações específicas, as quais incluem pacientes 
com a forma grave da doença (MPS IH) e com até 2 anos de idade (LUND, 2013). 
Outras limitações do tratamento são a dificuldade de encontrar doadores compatíveis 
e a ausência de efeito sobre as deformidades ósseas e neurológicas já estabelecidas 
no momento do transplante (GIUGLIANI et al., 2010). 
As alternativas terapêuticas atuais não são completamente satisfatórias, visto 
que não são completamente eficazes. Sendo assim, tem-se buscado novas terapias 
para a MPS I. Essas alternativas incluem a TRE intratecal  (DICKSON et al., 2015; 
VERA et al., 2013), terapia de redução do substrato (COUTINHO; SANTOS; ALVES, 
2016; GIUGLIANI et al., 2010), administração de chaperonas farmacológicas 
(GIUGLIANI et al., 2012) e as diversas formas de terapia gênica (BALDO et al., 2012; 
FRAGA et al., 2015a). 
TERAPIA GÊNICA 
Dentre as novas alternativas para o tratamento da MPS I, surge a terapia 
gênica, que consiste na inserção de um gene funcional a fim de corrigir uma disfunção 
celular ou prover novas funções à célula, com a introdução do material genético 
diretamente nas células do paciente (in vivo), ou a partir da administração das células 
após modificação in vitro (ex vivo). A terapia gênica é definida como a modificação 
genética de células com a intenção de alterar a expressão de algum gene para 
prevenir, impedir ou reverter um processo patológico (KAY, 2011). 
As doenças lisossômicas como as MPS, são excelentes candidatas à terapia 
gênica, uma vez que são causadas por deficiências em genes únicos, não são 
reguladas por mecanismos complexos e uma atividade enzimática de apenas 10-20% 
dos níveis normais tem eficácia clínica (CARVALHO et al., 2015). No caso da MPS I, 
cerca de 5 a 20% das enzimas lisossomais produzidas em uma célula são liberadas 
do citoplasma e captadas via endocitose por outras células, o que faz com que a 
correção do gene IDUA em uma pequena fração de células possa fornecer 
quantidades de enzima suficientes para tratar todos os tecidos afetados. Isso é 
possível devido à denominada correção cruzada (cross-correction) (HARTUNG et al., 
1999; MUENZER, 2011), em que as células produtoras da enzima a liberam no 
interstício e as células adjacentes captam a enzima liberada que possui um resíduo 
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de manose 6-fosfato (M6P) e a internalizam via receptores de manose 6-fosfato 
(M6PR) (HARTUNG et al., 1999; KREUTER et al., 2002). 
Atualmente, há mais de 2000 estudos clínicos aprovados em terapia gênica e 
já existem 16 medicamentos no mercado, dentre eles o Carticel® (Genzyme, USA), 
uma cultura de condrócitos autóloga para uso no reparo de defeitos da cartilagem do 
côndilo femoral e o Provenge® (Dendreon, USA), imunoterapia celular autóloga para 
o tratamento de certos tipos de câncer de próstata. 
Entretanto, apesar de promissora, a terapia gênica enfrenta diversas limitações 
relacionadas à capacidade de penetração e estabilidade intracelular dos ácidos 
nucleicos, devido a seu caráter altamente aniônico, à possibilidade de interação e 
agregação com proteínas, além da ocorrência de degradação enzimática (LIU; YU, 
2010). Com o intuito de transpor essas dificuldades, algumas estratégias têm sido 
utilizadas, como a veiculação dos ácidos nucleicos mediante a associação a vetores 
virais e não-virais.  
Os vetores virais utilizados em terapia gênica sofrem modificações na estrutura 
para torná-los mais seguros. Os genes que controlam sua replicação são retirados e 
o gene terapêutico é adicionado. Os quatro tipos de vetores virais mais comuns 
utilizados para terapia gênica in vivo ou ex vivo são adenovírus, vírus 
adenoassociados, lentivírus e retrovírus, sendo que atualmente os vírus 
adenoassociados têm recebido especial atenção em estudos clínicos. São vírus 
pequenos, formados por uma fita simples de DNA, não patogênicos, e que 
normalmente não se integram no genoma da célula hospedeira, porém possuem 
expressão sustentada a longo termo, e alguns podem ultrapassar a barreira 
hematoencefálica. No entanto, são difíceis de produzir em larga escala (FOUST et al., 
2009). 
Apesar da grande eficiência de inserção e transdução oferecidas pelos vetores 
virais, eles apresentam alguns problemas relacionados à imunogenicidade e 
segurança, principalmente pelo potencial de mutagênese insercional dos mesmos 
(YIN et al., 2014). Uma alternativa interessante são os vetores não-virais, de relativa 
facilidade e baixo custo de produção e de armazenamento em larga escala, menor 
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toxicidade, maior segurança e considerável capacidade de transfecção (LAVIGNE; 
GÓRECKI, 2006; VERISSIMO et al., 2010). 
Nosso grupo demonstrou tanto in vitro, em fibroblastos de pacientes, quanto in 
vivo, em camundongos MPS I, a eficiência de transfecção, medida por atividade 
enzimática da IDUA, de nanoemulsões catiônicas como vetores carreadores de um 
plasmídeo contendo o gene da IDUA (FRAGA et al., 2015a, 2015b, 2017). 
A transfecção mediante o uso de vetores não-virais pode se dar através de 
estruturas poliméricas ou lipídicas, sendo seguras no que se refere à toxicidade, à 
biocompatibilidade e biodegradabilidade dos componentes utilizados (MORILLE et al., 
2008). Os lipossomas catiônicos (NORDLING-DAVID; GOLOMB, 2013), as 
nanopartículas lipídicas sólidas (BONDÌ; CRAPARO, 2010) e as nanoemulsões 
catiônicas (BRUXEL et al., 2013; FRAGA et al., 2015a; LIU; YU, 2010) estão dentre 
os vetores não-virais lipídicos mais descritos. Lipossomas catiônicos podem ser 
definidos como dispersões aquosas de uma mistura binária de um fosfolipídio e de um 
lipídio catiônico, organizadas na forma de bicamadas e com um núcleo aquoso central. 
Já as nanopartículas lipídicas sólidas e as nanoemulsões catiônicas organizam-se 
como monocamadas com um núcleo lipídico sólido ou líquido, dispersas em uma fase 
aquosa (geralmente do tipo O/A), e estabilizadas por um filme interfacial constituído 
geralmente pelos mesmos lipídios utilizados na obtenção dos lipossomas (SCHUH; 
BRUXEL; TEIXEIRA, 2014). 
Independentemente da estrutura formada, esses sistemas não-virais contêm 
um lipídio catiônico que forma um par iônico (complexo) com os grupamentos fosfato 
negativamente carregados dos ácidos nucleicos. Diversos estudos demonstram a 
eficiência desses complexos formados por nanoestruturas lipídicas/DNA (FRAGA et 
al., 2008, 2011, 2015a; LV et al., 2006; NORDLING-DAVID; GOLOMB, 2013). 
Entretanto, algumas limitações relacionadas à liberação dos ácidos nucleicos in vivo, 
devido à captura dos complexos pelo sistema fagocítico mononuclear e sua limitada 
biodistribuição, exigem algumas estratégias de formulação. Dentre essas, a 
incorporação de fosfolipídios ligados covalentemente a polímeros hidrofílicos como o 
polietilenoglicol (PEG), parece conferir um maior tempo de circulação aos complexos 
aumentando assim sua biodistribuição nos tecidos e consequentemente, a capacidade 
de transfecção (FRAGA et al., 2015a; KIM et al., 2006; MORILLE et al., 2008). 
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As propriedades dos complexos nanoestruturas lipídicas/DNA são 
influenciadas pela composição, pelas técnicas de preparação, bem como pela relação 
de cargas entre os grupamentos carregados dos lipídios catiônicos e ácidos nucleicos. 
Uma vasta literatura descreve a otimização dos complexos, especialmente em termos 
de diâmetro e carga de superfície (BRUXEL et al., 2013; FRAGA et al., 2015b; KWON 
et al., 2008; NAM et al., 2009). Em virtude de os ácidos nucleicos serem adsorvidos 
mediante formação de par iônico, uma rápida liberação pode estar relacionada a esse 
tipo de complexo. A fim de obter-se uma melhor incorporação e proteção dos ácidos 
nucleicos contra degradação e dessorção, a pré-complexação do lipídio catiônico com 
os ácidos nucleicos através de um método de preparação alternativo se torna 
interessante. O encapsulamento desses pré-complexos em um sistema 
nanoestruturado resulta em um aumento de sua estabilidade (FRAGA et al., 2015a), 
assim como poderia otimizar a biodistribuição em tecidos de maior dificuldade de 
acesso e aumentar a eficiência de transfecção dos complexos in vivo. 
Outra consideração da terapia gênica é que a correção gênica em modelo 
animal murino adulto somente tem capacidade de promover a melhora clínica de 
alguns sintomas, enquanto teria pouco ou nenhum efeito em locais de difícil acesso, 
como as articulações, os ossos e o cérebro, que sofrem um dano permanente. Em 
vista dessas condições, existe a possibilidade de administração hidrodinâmica em 
camundongos neonatos (YAN et al., 2012), o que aumentaria a possibilidade de 
correção do defeito genético antes da manifestação dos sintomas da doença 
promovendo o aumento da produção vitalícia de IDUA, além da barreira 
hematoencefálica neonatal ainda não estar completamente formada (TOMATSU et al., 
2016). A injeção hidrodinâmica é uma opção atraente para o direcionamento hepático 
de vetores não-virais contendo o gene de interesse. Essa técnica envolve uma injeção 
na veia temporal superficial de um grande volume - cerca de 10% do peso corporal - 
de formulação; é um método simples e confiável para a entrega de muitos agentes, e 
tem sido utilizada em transplantes de medula óssea, administração de compostos 
experimentais e tratamentos de terapia gênica (BONAMASSA; HAI; LIU, 2011; SUDA; 
LIU, 2007; YAN et al., 2012). Esse método tem apresentado maior expressão gênica 
principalmente no fígado devido a sua arquitetura única de direcionamento, e tem 
demonstrado que certos elementos reguladores podem levar a níveis mais elevados 
48 
de expressão gênica do que a administração intravenosa caudal (PRESTON; 
PELLEGRINI; EBERT, 2016; SEBESTYEN et al., 2006). 
Outra limitação da terapia gênica não-viral é a curta duração da expressão 
gênica após a liberação do material genético na célula, especificamente de 
plasmídeos epissomais (CARVALHO et al., 2015). A expressão estável de sequências 
de DNA recém introduzidas pode aumentar consideravelmente se ocorrer sua 
integração no genoma da célula hospedeira. Contudo, a integração raramente ocorre 
e, a fim de superar essa limitação, vários sistemas que promovem a integração dos 
genes terapêuticos ao genoma estão sendo desenvolvidos. 
EDIÇÃO GÊNICA 
A tecnologia de edição gênica baseia-se no reconhecimento de sequências 
genômicas e na utilização de nucleases a fim de modificar virtualmente qualquer gene 
alvo. Para isso, são utilizados sistemas de edição compostos por um domínio de 
ligação a sequências específicas de DNA unido a um domínio de clivagem de ácidos 
nucleicos (COX; PLATT; ZHANG, 2015). 
Um primeiro passo crucial para a realização de edição gênica é a criação de 
uma quebra na fita dupla de DNA no lócus genômico a ser modificado. A quebra 
induzida pela nuclease pode ser reparada por pelo menos um dos dois mecanismos 
de reparo: união de extremidades não homólogas (UENH, NHEJ, do inglês non-
homologous end joining) e recombinação homóloga (RH, HDR, do inglês homologous 
directed repair) (SANDER; JOUNG, 2014a). 
O reparo via UENH é realizado por enzimas que promovem a religação das fitas 
sem a utilização de um molde (Figura 1). É, portanto, um mecanismo sujeito a erros, 
já que normalmente alguns nucleotídeos são retirados ou adicionados à fita de DNA, 
causando mutações por inserção ou deleção (indels) de vários tamanhos, que mudam 
a leitura da sequência, alterando ou inativando a expressão correta do gene 
(SANDER; JOUNG, 2014b). Já o reparo por RH acontece quando um DNA exógeno 
complementar à sequência onde houve a quebra da fita dupla (doador) serve como 
molde para a reconstrução das fitas. É possível construir moldes de sequências 
doadoras com alterações de nucleotídeos, e essas alterações serão então 
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incorporadas ao DNA genômico. Esse mecanismo pode ser utilizado para introduzir 
ou corrigir mutações pontuais específicas ou para inserir sequências desejadas, desde 
que elas estejam flanqueadas por regiões homólogas ao lócus que se deseja alterar. 
Com a quebra da fita dupla de DNA induzida por nucleases, as frequências destas 
alterações são normalmente maiores do que 1% e, em alguns casos, chegam a mais 
de 50% (SANDER; JOUNG, 2014b)  
 
Figura 1. Edição gênica induzida por nuclease. A clivagem da fita dupla de DNA 
provocada pela nuclease está sujeita a duas formas de mecanismos de reparo: UENH 
ou RH. O reparo mediado por UENH pode resultar em inserções ou deleções de 
tamanhos variados no local da quebra do DNA. O reparo mediado por RH necessita 
da presença de uma sequência doadora modelo, que pode ser fita simples ou dupla, 
que servirá como molde e assim podem ser introduzidas mutações de ponto ou podem 
ser inseridas novas sequências (SANDER; JOUNG, 2014a). 
Os primeiros sistemas utilizados para edição gênica foram enzimas quiméricas 
como as nucleases dedo de zinco (ZFN, do inglês zinc finger nuclease) e as nucleases 
efetoras do tipo ativadoras de transcrição (TALEN, do inglês transcription activator-like 
effector nuclease). Ambas têm um domínio proteico que se liga a sequências 
específicas de DNA fusionado à nuclease FokI, que cliva o DNA. Só recentemente 
começou a ser utilizada uma plataforma que é baseada em RNA, o sistema 
CRISPR/Cas (Clustered regularly interspaced short palindromic repeat associated 
Cas) (COX; PLATT; ZHANG, 2015). 
A mais nova e promissora plataforma para edição gênica é o sistema 
CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) (MALI et 
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al., 2013a), que provém de um sistema adaptativo de defesa de procariotos, que usa 
sequências curtas de RNA para direcionar a degradação de ácidos nucleicos de fagos 
invasores e plasmídeos (Figura 2) (MALI et al., 2013a). O lócus genômico 
CRISPR/Cas em bactérias é formado por um conjunto de genes que codificam as 
proteínas Cas, seguido por sequências repetidas (repetições) que separam 
sequências variáveis de genomas invasores inseridas no DNA bacteriano 
(protoespaçadores). Enquanto os genes Cas são traduzidos em proteínas, o arranjo 
com as repetições e os protoespaçadores é transcrito em um único RNA antes de ser 
processado em fragmentos curtos de RNAs CRISPR (crRNA). Cada crRNA hibridiza 
com um segundo RNA, chamado RNA CRISPR transativador (tracrRNA). Os dois 
RNAs formam o RNA guia (gRNA) que se liga à uma das proteínas Cas, a nuclease 
Cas9, e a direciona para clivar a fita dupla de DNA da sequência alvo do DNA invasor, 
complementar ao protoespaçador contido no gRNA. Entretanto, para que o espaçador 
consiga se ligar à sua sequência complementar, ela deve estar adjacente a uma 
sequência curta de 3 nucleotídeos formados por 5’NGG, chamado motivo adjacente 
ao protoespaçador (PAM, do inglês protospacer adjacent motifs) (JINEK et al., 2012; 
SANDER; JOUNG, 2014a). 
 
Figura 2. Sistema CRISPR/Cas9 em bactérias. Quando um DNA invasor entra na 
célula bacteriana, ele é incorporado ao genoma no lócus CRISPR, que é então 
transcrito em um único RNA. Este é clivado e processado em crRNA, que hibridiza 
com trRNA para formar trcrRNA e se ligar à Cas9. O sistema então reconhece a 
sequência invasora, caso ela esteja adjacente a um PAM, por complementariedade 
com o gRNA, e a Cas cliva o DNA invasor, inativando-o (JINEK et al., 2012). 
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Em 2013 foi descrita uma nova versão dessa ferramenta aplicável a células de 
mamíferos, chamada sistema CRISPR/Cas9, que é composto por um RNA guia 
(gRNA) e pela nuclease Cas9 que formam um complexo gRNA/proteína para clivar 
sequências-alvo que pareiem com o gRNA e possuam a sequência PAM adjacente 
(Figura 3) (CONG et al., 2013; JINEK et al., 2012, 2013; MALI et al., 2013b). 
Figura 3. Ferramenta CRISPR/Cas9 para edição gênica. O sistema é composto por 
um RNA guia (sgRNA) e pela nuclease Cas9 que formam um complexo gRNA/proteína 
para clivar sequências no DNA alvo que pareiem com o gRNA e possuam a sequência 
de reconhecimento PAM. 
O sistema pode ser utilizado por transfecção simples de um plasmídeo de 
expressão de gRNA e de Cas9 humanizado em células mamíferas (Figura 4), 
transformando-se numa ferramenta promissora para várias aplicações (CARVALHO 
et al., 2015; CONG et al., 2013; MALI et al., 2013b; VAN DER OOST et al., 2014).  
 
Figura 4. Plasmídeo do sistema CRISPR/Cas9 comercializado pela empresa System 
Biosciences (USA). 
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Apesar do vasto número de aplicações descritas como edição e correção 
gênica em linhagens celulares ou em modelo animal (CARVALHO et al., 2015), 
nenhum estudo até o momento reportou o uso destas CRISPR/Cas9 em 
mucopolissacaridoses ou qualquer DL. A possibilidade de correção de células-tronco 
de pacientes com MPS I com esta tecnologia permitiria que um transplante autólogo 
fosse realizado, promovendo uma alternativa terapêutica mais segura. Além disso, a 
edição genômica in vivo permitiria uma correção em longo prazo, reduzindo a 
necessidade do uso da TRE por esses pacientes. Como o uso do sistema 
CRISPR/Cas9 ainda é incipiente, não existem protocolos destinados ao 
desenvolvimento de formulações visando à vetorização desse plasmídeo, o que é 
essencial para aumentar a eficiência do sistema (GUAN et al., 2016; PAQUET et al., 
2016). 
Com base nessas considerações, espera-se viabilizar a produção da enzima 
deficiente através da edição gênica de fibroblastos de pacientes MPS I e através da 
administração hidrodinâmica de vetores lipídicos para o sistema CRISPR/Cas9 em 
camundongos MPS I neonatos, visando aumentar as chances de sucesso do 
tratamento da MPS I.
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1.1. INTRODUÇÃO 
O primeiro capítulo deste trabalho é um artigo científico de revisão sobre as 
aplicações da nanotecnologia no tratamento das MPS. Os tratamentos atualmente 
disponíveis não são totalmente eficazes, e novas alternativas são necessárias. 
Nesse contexto, a busca de novos biomateriais e ferramentas para o tratamento 
das doenças genéticas é um desafio constante no campo farmacêutico. Novos 
tratamentos promissores incluem o uso da nanotecnologia como sistemas 
carreadores de ácidos nucleicos e de enzimas recombinantes. Esses sistemas 
podem ser micelas, lipossomas, nanopartículas ou nanoemulsões, normalmente 
compostos de materiais catiônicos, que podem ser poliméricos ou lipídicos. A 
escolha do biomaterial que compõe essas nanoestruturas deve focar na 
eficiência, biossegurança e toxicidade. Uma alternativa para a utilização da 
nanotecnologia no tratamento da MPS, seria a nano encapsulação de enzimas, 
que inclusive poderia superar algumas das limitações da ERT, tais como a 
incapacidade de atravessar a barreira hematoencefálica e a reduzida biodistribuição 
tecidual. Outro tratamento que poderia se beneficiar do uso da nanotecnologia, é a 
terapia gênica, cujo principal desafio é o desenvolvimento de um vetor estável e 
seguro que possa entregar o material genético com a eficiência de transfecção dos 
vetores virais. Neste artigo, o objetivo é discutir novas abordagens de tratamento 
para as MPS, mais especificamente, sistemas nanotecnológicos carreadores de 
enzima e ácidos nucleicos, juntamente com os biomateriais disponíveis para 
construir as nanoestruturas, demonstrando suas aplicações em estudos recentes.
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2. ARTIGO CIENTÍFICO 
Nanotechnology applied to treatment of mucopolysaccharidoses 
Publicado no Expert Opinion on Drug Delivery, 2016  
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O Capítulo 1 é constituído por artigo científico publicado, conforme referência abaixo, 
que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as 
páginas 65 – 93. 
SCHUH, R.; BALDO, G.; TEIXEIRA, H. Nanotechnology applied to treatment of 
mucopolysaccharidoses. Expert Opinion on Drug Delivery, v. 30, p. 1–10, 2016.  
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2.1. INTRODUÇÃO 
Neste segundo capítulo, é demonstrada a utilização de nanoemulsões co-
complexadas com o plasmídeo do sistema CRISPR/Cas9 e com o oligonucleotídeo 
doador da sequência correta do gene IDUA para edição gênica de fibroblastos de 
pacientes MPS I. As nanoemulsões (DOPE, DOTAP, DSPE-PEG e TCM) foram 
preparadas através de homogeneização à alta pressão e a complexação com os 
ácidos nucleicos foi realizada através da adsorção ou encapsulamento dos 
complexos pré-formados de DNA/DOTAP no núcleo oleoso das formulações. Os 
resultados globais demonstraram a estabilidade de associação das formulações 
com o DNA, pois somente após 24 horas de incubação foram observadas bandas 
de DNA liberado no gel de agarose submetido à eletroforese, exceto para a 
formulação encapsulada que permaneceu complexada mesmo após 48 horas de 
incubação. Após 24 horas de incubação em meio de cultura DMEM suplementado 
com soro fetal bovino todos os complexos possuíam bandas de DNA levemente 
degradado. A administração dos complexos in vitro em fibroblastos de pacientes 
MPS I com a mutação Trp402* conduziu a um aumento significativo na atividade 
enzimática de IDUA em dois, quinze e trinta dias após os tratamentos. A morfologia 
celular foi verificada por microscopia confocal através da marcação dos lisossomos 
com o fluoróforo LysoDeep, e observou-se fenótipo semelhante ao dos fibroblastos 
normais, como constatado pela quantificação do fluoróforo por citometria de fluxo. 
Esses resultados demonstraram que esses complexos lipídicos são eficientes 
vetores não-virais para o sistema CRISPR/Cas9 e possibilitam a transfecção e a 
correção da mutação Trp402* e a produção de IDUA pelos fibroblastos de pacientes 
MPS I, e representam uma opção em potencial para o tratamento da MPS I. 
 
   
 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2. ARTIGO CIENTÍFICO 
Gene editing of MPS I human fibroblasts by co-delivery of a CRISPR/Cas9 plasmid 
and a donor oligonucleotide using nanoemulsions as nonviral carriers 
Publicado no European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 2017  
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O Capítulo 2 é constituído por artigo científico publicado, conforme referência abaixo, 
que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as 
páginas 101 – 126. 
SCHUH, R. S. et al. Gene editing of MPS I human fibroblasts by co-delivery of a 
CRISPR/Cas9 plasmid and a donor oligonucleotide using nanoemulsions as nonviral 
carriers. European journal of pharmaceutics and biopharmaceutics : official 
journal of Arbeitsgemeinschaft fur Pharmazeutische Verfahrenstechnik e.V, nov. 
2017.  
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CAPÍTULO 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 129 
3.1. INTRODUÇÃO 
Neste terceiro capítulo, é demonstrada a produção de lipossomas e nanoemulsões 
por microfluidização e sua caracterização para utilização como carreadores do 
sistema CRISPR/Cas9, que pode envolver a complexação com somente um 
plasmídeo ou a co-complexação de um plasmídeo e um oligonucleotídeo. Os 
lipossomas (DOPE, DOTAP e DSPE-PEG) e nanoemulsões (DOPE, DOTAP, 
DSPE-PEG e TCM) foram preparados por microfluidização com variação do número 
de passagens no equipamento a fim de obter-se o menor tamanho de 
vesícula/gotícula. A complexação com o DNA foi obtida através da adsorção de um 
plasmídeo ou de uma mistura de plasmídeo e oligonucleotídeo em várias razões de 
carga para determinação da relação mais estável em que os ácidos nucleicos estão 
mais protegidos da degradação pela DNase I. Os principais resultados revelaram 
que o processo de microfluidização levou a uma redução do tamanho de partícula 
e índice de polidispersão quando comparado à homogeneização à alta pressão 
realizada no capítulo anterior. A incubação dos complexos com meio de cultura com 
e sem soro fetal bovino e também em soro de camundongos demonstrou que ocorre 
uma proteção dos ácidos nucleicos por até 24 h, evidenciando a liberação do 
plasmídeo após 24 h e do oligonucleotídeo após 48 h. Os complexos demonstraram 
manter a viabilidade celular acima de 70% e sua captação por três diferentes tipos 
celulares foi avaliada. Esses resultados demonstraram que os lipossomas 
produzidos com três passagens e as nanoemulsões com quatro passagens são 
capazes de proteger os ácidos nucleicos na relação de cargas +4/ -1, sendo 
internalizados pelas células em cerca de 30% (Hep-G2 e fibroblastos) e 90% (HEK-
293). Entretanto, não houve diferença significativa entre a utilização de lipossomas 
ou nanoemulsões como carreadores, tampouco entre a associação de uma ou duas 
sequências de ácidos nucleicos de tamanhos diferentes, concluindo que não há 
implicações nesses quesitos para a utilização no sistema CRISPR/Cas9. 
 
 
  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2. ARTIGO CIENTÍFICO 
Physicochemical properties of cationic nanoemulsions and liposomes obtained by 
microfluidization complexed with a single plasmid or along with an 
oligonucleotide: implications for CRISPR/Cas technology 
Submetido ao Materials Science and Engineering C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
O texto completo do capítulo 3, que no texto completo da tese defendida ocupa o 
intervalo de páginas compreendido entre as páginas 131 – 158, foi suprimido por 
tratar-se de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico. 
Consta da descrição da produção de lipossmas e nanoemulsões por microfluidização 
e sua caracterização físico-química e biológica. 
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4.1. INTRODUÇÃO 
Neste quarto capítulo, são apresentados os resultados relativos à injeção 
hidrodinâmica dos lipossomas caracterizados no capítulo anterior, co-complexados 
aos plasmídeos do sistema CRISPR/Cas9 e doador da sequência do gene Idua tendo 
como alvo a recombinação homóloga no lócus ROSA26 para edição gênica em 
camundongos MPS I neonatos. Tendo em vista que a correção gênica em modelo 
animal murino adulto somente tem capacidade de promover a melhora clínica de 
alguns sintomas, existe a possibilidade de administração hidrodinâmica em 
camundongos neonatos, o que aumentaria a eficiência de correção do defeito genético 
antes da manifestação dos sintomas da doença, promovendo o aumento da produção 
vitalícia de IDUA. A injeção hidrodinâmica é uma opção atraente para a administração 
de vetores não-virais contendo o gene de interesse pois tem demonstrado promover 
maior expressão gênica principalmente no fígado devido a sua arquitetura única de 
direcionamento. O alvo do sistema CRISPR/Cas9 no genoma dos camundongos é o 
lócus ROSA26, amplamente utilizado para alcançar expressão gênica generalizada e 
seguro para a inserção de transgene. A partir dos resultados da caracterização físico-
química obtidos no capítulo anterior e considerando o modelo de injeção 
hidrodinâmica neonatal, este estudo foi realizado somente com os lipossomas por 
terem menor tamanho de vesícula, menor índice de polidispersão e menor 
concentração de lipídios. Como principais resultados, demonstrou-se que os 
complexos foram capazes de transfectar fibroblastos de pacientes MPS I, que 
produziram IDUA funcional por até 30 dias, promovendo a melhora do fenótipo 
celular. Já os resultados in vivo demonstraram que os complexos possuem maior 
afinidade pelo pulmão, coração e fígado, apresentando aumento significativo da 
atividade enzimática sérica e tecidual, com promoção da redução dos GAGs teciduais 
e urinários seis meses após a injeção neonatal. Este capítulo demonstrou que os 
complexos são efetivos in vitro e in vivo, abrindo um leque de possibilidades para sua 
utilização no tratamento da MPS I.  
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2. ARTIGO CIENTÍFICO 
In vivo gene editing of mucopolysaccharidosis I mice using the CRISPR/Cas9 system 
Submetido ao Journal of Controlled Release 
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O texto completo do capítulo 4, que no texto completo da tese defendida ocupa o 
intervalo de páginas compreendido entre as páginas 165 – 194, foi suprimido por 
tratar-se de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico. 
Consta da descrição da administração de complexos produzidos com lipossomas e o 
plasmídeo do sistema CRISP/Cas9 in vitro e in vivo. 
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5.1. INTRODUÇÃO 
Este quinto capítulo visa aprofundar a investigação dos efeitos da injeção 
hidrodinâmica dos complexos lipossomais na edição gênica dos camundongos MPS 
I. Em virtude dos resultados significativos de aumento da atividade enzimática e 
redução de GAGs em diversos tecidos, torna-se necessário avaliar se a correção 
gênica do modelo animal murino teria a capacidade de promover alterações 
morfológica nos órgãos e clínicas de alguns sintomas. Como os resultados foram 
promissores em órgãos como pulmão e coração, o funcionamento desses sistemas 
foi avaliado, e mais alguns outros tecidos, com base em estudos que indicam que 
algum tipo de melhora poderia ocorrer visto que houve aumento significativo da 
atividade enzimática sérica. Os resultados globais demonstraram que os animais 
tratados apresentaram fenótipo intermediário entre o normal e o MPS I, corroborado 
pela espessura intermediária do osso zigomático facial, enquanto o fêmur apresentou 
espessura similar a animais normais. Os animais tratados tiveram hipertrofia cardíaca 
em menor grau e a contratilidade dos ventrículos foi normalizada, exceto pela 
espessura das válvulas, que permaneceu similar ao modelo MPS I. A aorta, no 
entanto, teve redução no diâmetro com a contagem de quebras de elastina situada 
entre o normal e o não tratado. Foi evidente a melhora na resistência pulmonar, 
apesar do número de animais ainda ser pequeno e do estudo estar em andamento. 
O único órgão que não apresentou nenhuma melhora significativa foi o cérebro, com 
presença de neuroinflamação e demonstração da degeneração por testes 
comportamentais. Por fim, este capítulo demonstrou que os complexos são efetivos 
fisiologicamente e morfologicamente in vivo, abrindo interessantes perspectivas para 
o tratamento da MPS I. 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.2. ARTIGO CIENTÍFICO 
Neonatal nonviral gene editing with the CRISPR/Cas9 system improves 
cardiovascular, respiratory, and bone disease in mucopolysaccharidosis I mice 
Estudo em andamento 
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O texto completo do capítulo 5, que no texto completo da tese defendida ocupa o 
intervalo de páginas compreendido entre as páginas 201 – 222, foi suprimido por 
tratar-se de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico. 
Consta da descrição do aprofundamento do efeito da administração de complexos 
produzidos com lipossomas e o plasmídeo do sistema CRISP/Cas9 in vivo. 
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A MPS I é causada pela deficiência de IDUA e tem como consequência o 
acúmulo de GAGs não degradados nos lisossomos, provocando uma série de 
sintomas multissistêmicos (GIUGLIANI, 2012). Os tratamentos disponíveis para a 
MPS I são o TCTH e a TRE, ambos com limitações que incentivam a pesquisa de 
novos tratamentos, a fim de encontrar uma terapia que seja mais duradoura e 
melhore as condições clínicas dos pacientes, como a terapia gênica (CARVALHO et 
al., 2015; GIUGLIANI et al., 2012; SCHUH; BALDO; TEIXEIRA, 2016). 
Na terapia gênica, o carreamento do gene de interesse normalmente ocorre 
através da utilização de vetores virais ou não-virais. Os vetores virais possuem alta 
eficiência de penetração celular e transferência do transgene, porém possuem 
possibilidade de mutagênese insercional e podem provocar reações imunogênicas 
(BALDO; GIUGLIANI; MATTE, 2014). Os vetores não-virais são considerados mais 
seguros, estáveis e de fácil produção (SCHUH; BALDO; TEIXEIRA, 2016). Os 
lipossomas (FENSKE; CHONN; CULLIS, 2008) e as nanoemulsões (FRAGA et al., 
2015a) são exemplos de sistemas carreadores lipídicos não-virais. Esses vetores 
possuem pelo menos uma matéria prima catiônica que tem disponibilidade de 
estabelecer interações eletrostáticas com os grupamentos fosfato aniônicos dos 
ácidos nucléicos e, assim, permitem sua complexação e consequentemente 
protegem o DNA da degradação. 
Nosso grupo de pesquisa descreveu a complexação de um plasmídeo doador 
da sequência codificante para o gene IDUA com nanoemulsões catiônicas  (FRAGA 
et al., 2015a, 2015b, 2017). Entretanto, a curta duração da expressão gênica do 
plasmídeo epissomal fez com que o projeto avaliasse em estudos subsequentes as 
potencialidades de sistemas de edição gênica que tornassem a expressão do 
transgene mais duradoura, idealmente vitalícia. Nesse contexto, o presente estudo 
teve como principal objetivo utilizar nanocarreadores lipídicos como vetores não-
virais para o sistema CRISPR/Cas9 para edição gênica da MPS I. 
Na primeira etapa da presente tese, visamos realizar um compilado das 
terapias disponibilizadas mais recentemente e das últimas abordagens em ensaios 
clínicos para o tratamento das MPS. Também discutimos os principais tipos de 
biomateriais e carreadores não-virais que poderiam ser utilizados, e ainda sua 
 226 
possível aplicação em novas terapias, especialmente voltadas para pesquisadores 
da área biomédica. 
Em sequência, investigamos a co-complexação de nanoemulsões produzidas 
por homogeneização a alta pressão associadas a um plasmídeo do sistema 
CRISPR/Cas9 e um oligonucleotídeo contendo a sequência correta do gene IDUA a 
fim de corrigir a mutação Trp402* em fibroblastos de pacientes MPS I. 
Quanto à construção do vetor do sistema CRISPR/Cas9, embora estudos 
recentes sugiram o uso de múltiplas sequências de gRNA, optamos por testar 
apenas uma sequência pois este primeiro estudo tinha como objetivo apenas realizar 
a prova de conceito da correção gênica. A escolha da sequência foi baseada numa 
ferramenta online, que demonstrou que não haviam potenciais sítios off-target no 
genoma, considerando diferenças em até 3 bases na sequência do gRNA. O 
tamanho do oligonucleotídeo de recombinação foi escolhido baseado em dados da 
literatura (WANG et al., 2013), que sugerem que regiões flanqueadoras de 50-60 pb 
produzem resultados ótimos de recombinação.  
As nanoemulsões carreadoras foram produzidas por homogeneização a alta 
pressão com e sem a adição de um fosfolipídio peguilado (DSPE-PEG), e foram 
associadas aos ácidos nucleicos por dois métodos diferentes: adsorção à superfície 
ou encapsulamento no núcleo oleoso.  
Demonstrou-se que há diferença na estabilidade dos complexos produzidos 
pelos diferentes métodos, e o encapsulamento pode promover um maior tempo de 
retenção dos ácidos nucleicos. Tais resultados indicam que a internalização do DNA 
(ou pelo menos a sua internalização parcial) no núcleo oleoso de nanoemulsões 
pode desempenhar um papel na liberação do plasmídeo a partir dos complexos, 
demonstrando que os complexos encapsulados podem ser excelentes alternativas 
para administração in vivo. Para transfecção in vitro seria ideal uma formulação que 
libere o DNA mais facilmente, porém inicialmente protegendo-o da degradação. 
Entretanto, não se observou diferença na eficiência de transfecção celular entre os 
dois tratamentos, o que demonstra que ambos são capazes de associar e proteger 
os ácidos nucleicos, e em seguida liberá-los no interior da célula. O aumento 
significativo da atividade enzimática e a redução da área dos lisossomos 
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demonstraram que os carreadores foram efetivos independentemente do método de 
associação do DNA. 
Apesar dos resultados biológicos terem sido extremamente satisfatórios, não 
foi possível demonstrar a eficiência e porcentagem de correção da mutação in vitro. 
De fato, tentamos executar diversos experimentos de sequenciamento de nova 
geração (Next Generation Deep Sequencing – NGS) do DNA genômico obtido a 
partir dos fibroblastos transfectados utilizando um painel usado no diagnóstico de 
pacientes com MPS, analisado no equipamento Ion Torrent® (TermoFisher, USA). 
No entanto, ocorreu um problema: apesar da purificação com o protocolo ExoSAP™ 
(Invitrogen, USA) para purificação de primers e fragmentos para sequenciamento 
automatizado de DNA usando SAP e Exonuclease I, a cobertura (o número de 
leituras) em nosso sítio corrigido foi excessivamente alta, cerca de 10-20 vezes 
superior à cobertura encontrada numa amostra não-corrigida. Isso ocorreu ao ponto 
em que os autores acreditam que o oligonucleotídeo usado para RH ainda estava 
presente e também estava sendo sequenciado. A partir dessa dúvida tomamos a 
decisão de não utilizar os dados de sequenciamento, uma vez que não são 
confiáveis. A Figura 5 demonstra um exemplo das análises resultantes. 
 
Figura 5. Visualização do NGS (sequenciamento de nova geração) de uma amostra 
de DNA genômico após transfecção com os complexos. O número de leituras na 
região editada foi de 4106 leituras, contra uma média de 400 leituras num controle 
não-editado. 
Parece que, mesmo com a purificação com a enzima, o NGS ainda analisou 
o fragmento correspondente ao oligonucleotídeo usado como modelo para RH, 
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mostrando 100% de correção da mutação pontual presente na variante Trp402* 
(G>A). Como o número de contagens também foi excessivo, concluímos que o 
experimento não produziu dados confiáveis. Outras tentativas de eliminar o excesso 
de oligonucleotídeo também não foram bem-sucedidas, como eletroforese em gel 
de agarose e excesso de ExoSap. 
Embora os resultados de sequenciamento tenham sido inconclusivos, os 
experimentos adicionais (de atividade enzimática e quantificação de massa 
lisossômica) puderam confirmar que realmente o tratamento proporcionou uma 
correção de parte das células, sendo uma importante prova de conceito de que o 
sistema pode ser utilizado para correção gênica da principal mutação encontrada 
nos pacientes com MPS I. 
Após os experimentos in vitro iniciais, lançou-se mão da técnica de 
microfluidização para obtenção de carreadores lipídicos de tamanho reduzido. A 
microfluídica é uma tecnologia versátil para manipular fluxos de líquidos através de 
inúmeros canais com dimensões diminutas de cerca de 100 µm, provocando o 
cisalhamento e a consequente redução do tamanho das partículas. Os 
microfluidizadores podem fornecer uma mistura rápida e ajustável, um ambiente de 
reação homogêneo e tamanhos de gotículas/vesículas na ordem de dezenas de 
nanômetros. Portanto, é uma tecnologia atraente para produção de vetores para 
terapia gênica, que devem ser pequenos o suficiente para garantirem sua entrada 
na célula (YU; LEE; LEE, 2009). Nesse contexto, visamos inicialmente otimizar as 
condições de preparação dos carreadores lipídicos no equipamento e após, realizar 
a caracterização físico-química dos carreadores e complexos. 
Considerando-se que, em alguns casos, o sistema CRISPR/Cas pode 
envolver a entrega de uma ou mais sequências de ácidos nucleicos, o objetivo 
principal do estudo foi verificar se havia implicações na utilização de complexos que 
envolvessem esse tipo de carreamento ou co-complexação. É importante frisar que 
até o presente momento não há estudos na literatura que contemplem esses 
objetivos. Os experimentos iniciais foram importantes pois determinaram o número 
de ciclos de homogeneização que seriam utilizados nos experimentos posteriores. 
Com isso, demonstrou-se a viabilidade da obtenção de nanoemulsões e lipossomas 
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com tamanho reduzido de gotícula/vesícula em pelo menos 1/3 em comparação com 
o método de homogeneização a alta pressão utilizado nos estudos anteriores da 
presente tese (Capítulo 2) e do grupo de pesquisa (FRAGA et al., 2015c, 2017). 
Outra constatação importante foi a distribuição uniforme dos tamanhos de gotícula 
das formulações brancas e dos complexos, sendo que o tamanho reduzido das 
formulações peguiladas (LP) refletiu a presença de DSPE-PEG, que melhora a 
estabilidade dos complexos produzindo nanoestruturas mais estáveis e de menor 
tamanho (CHAN et al., 2012; IMMORDINO; DOSIO; CATTEL, 2006; LOVELYN; 
ATTAMA, 2011). A presença de PEG demonstrou ser essencial para a estabilidade, 
pois a partir do ensaio de descomplexação em meio de cultura a formulação 
lipossomal não-peguilada demonstrou agregação e precipitação (Figura 6B) e foi 
excluída devido à baixa estabilidade, enquanto os complexos peguilados 
permaneceram estáveis mesmo na presença de eletrólitos do meio (Figura 6A). 
 
Figura 6. Visualização pelo microscópio óptico da incubação de nanoemulsões 
peguiladas (A) e nanoemulsões sem adição de DSPE-PEG (B) com meio de cultura 
DMEM em cultura de fibroblastos (magnificação 200x). 
Os demais resultados demonstraram que os ácidos nucleicos parecem 
associar-se de maneira diferente com as duas formulações, demonstrando uma 
liberação mais rápida quando complexados aos lipossomas. Essa capacidade de 
complexação do DNA garante que o carreamento seja realizado protegendo os 
ácidos nucleicos da degradação por nucleases. Já a descomplexação é necessária 
após um certo período de tempo, no intuito do plasmídeo e o oligonucleotídeo 
alcançarem o núcleo da célula, visto que as nanoestruturas não penetram na 
carioteca. Quanto aos testes in vitro, os ensaios de captação celular com o lipídio 
NBD-PE demonstraram a capacidade dos lipossomas e nanoemulsões de 
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penetrarem no interior de três tipos celulares: fibroblastos, Hep-G2 e HEK-293. As 
imagens demonstraram uma grande concentração das nanoestruturas no interior 
das células, corroborando com os resultados da quantificação por citometria de 
fluxo, que demonstrou que o tipo celular é um determinante importante e decisivo 
para a transfecção dos complexos. Entretanto, o tipo de carreador e o tamanho e 
quantidade de sequências de ácidos nucleicos associados não parecem interferir na 
eficiência de penetração celular, enquanto a relação de cargas parece ser o 
determinante para o sucesso. 
Após a constatação de que não haveria implicações quanto ao uso dos 
carreadores e das sequências de ácidos nucleicos escolhidas para os experimentos 
in vitro e in vivo, o próximo objetivo foi a avaliação biológica dos complexos. 
Primeiramente, a fim de verificar a capacidade de transfecção e o comportamento 
biológico dos complexos lipossomais, realizou-se os mesmos experimentos in vitro 
dos estudos anteriores (Capítulo 2) através da utilização dos lipossomas produzidos 
por microfluidização complexados ao sistema CRISPR/Cas9 e ao oligonucleotídeo 
contendo a sequência wild type (normal) do gene IDUA para edição gênica em 
fibroblastos de pacientes MPS I com a mutação Trp402*. 
A eficiência de transfecção do complexo LA foi avaliada pela atividade de 
IDUA nos fibroblastos e no meio de cultura. Os resultados corroboraram com os 
achados no estudo anteriormente realizado no capítulo 2, e níveis significativos de 
atividade enzimática foram detectados após 2, 15 e 30 dias de cultura, não havendo 
diferença significativa entre o tratamento com o complexo lipossomal, com a 
nanoemulsão contendo os ácidos nucleicos encapsulados (NE) nem com a que os 
continha adsorvidos (NA). Esses resultados podem refletir a correção das células e 
a existência de atividade de IDUA no meio indica que a enzima está sendo liberada 
das células e está disponível para internalização pelas outras células adjacentes que 
não produzem IDUA (HARTUNG et al., 1999; KEELING et al., 2001). Uma 
explicação possível para a redução da atividade enzimática ao longo do tempo, 
apesar de ainda ser significativa, é que o número de células não modificadas pode 
exceder o número de modificadas, assim a enzima se dilui muito no meio de cultura 
e na ressuspensão das células. As células modificadas podem ter sua membrana 
lesada pelos agentes de transfecção, podem entrar em apoptose por clivagens off-
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target da Cas9 ou, ainda, podem ter alterações metabólicas pela produção da 
enzima até então desconhecida pela célula. 
Em geral, as conclusões obtidas a partir das imagens observadas ao 
microscópio confocal puderam ser confirmadas por citometria de fluxo, e sugeriram 
que o tratamento reduziu progressivamente o número de lisossomos e o fenótipo 
das células aproximou-se à morfologia das normais. O acúmulo de GAGs em células 
homozigotas Trp402* está associado com uma superabundância de lisossomos que 
possuem morfologia anormal (BIOULAC et al., 1975; KEELING et al., 2001). 
Independentemente da quantidade de células corrigidas pelos tratamentos, a 
melhora generalizada observada nos lisossomos pode estar relacionada com o 
fenômeno de correção cruzada (ARONOVICH et al., 2009; HARTUNG et al., 1999; 
KEELING et al., 2001), que é a capacidade que as células que expressam a enzima 
possuem de corrigir as células vizinhas que são deficientes. Esse efeito é possível 
pois cerca de 10 % das enzimas lisossomais produzidas são secretadas a partir das 
células para a circulação ou para o meio extracelular. As enzimas lisossomais 
circulantes são absorvidas pelas células vizinhas através de receptores de manose-
6-fosfato (M6PR), através de endocitose mediada pelo receptor. Assim, para uma 
terapia eficaz, um número relativamente pequeno de células que expressam a 
enzima IDUA são necessárias para corrigir muitas outras células que são incapazes 
de produzir a enzima (BRADY; YANG; ZHUANG, 2013). Há relatos de que apenas 
1 % de atividade enzimática seria suficiente para atenuar fenótipos graves in vitro 
(KEELING et al., 2001). Os resultados globais refletem a correção efetiva da 
mutação Trp402* em fibroblastos de pacientes MPS I. A produção da enzima IDUA 
e a redução do número e melhora do fenótipo dos lisossomos comprovam a 
capacidade dos três carreadores lipídicos nanoestruturados (LA, NA e NE) em 
liberar o plasmídeo do sistema CRISPR/Cas9 no meio intracelular. Contudo, o 
sistema lipossomal demonstrou ser mais efetivo no carreamento do DNA, pois 
demonstrou reduzir o número de lisossomos mais rapidamente em comparação com 
as nanoemulsões. 
Em vista dos promissores resultados obtidos nos experimentos in vitro, 
objetivou-se realizar experimentos in vivo. Assim, na etapa seguinte verificamos a 
viabilidade de produzir lipossomas e nanoemulsões peguilados como carreadores 
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de um plasmídeo do sistema CRISPR/Cas9 e um plasmídeo doador da sequência 
de DNA codificante para a enzima Idua para fins de recombinação homóloga no 
lócus ROSA26. É interessante ratificar que o modelo animal de MPS I utilizado 
possui o gene da neomicina invertido no meio da sequência genômica do gene Idua, 
que leva este gene a knockout. Assim, escolhemos o lócus ROSA26 para integração 
do transgene Idua, principalmente por ser um lócus seguro e de expressão gênica 
sustentada (NANCHI et al., 2015). Esse tipo de abordagem (inserção de um gene 
ou cDNA inteiro em um ponto seguro no genoma em vez de uma correção mutação-
específica) permite o desenvolvimento de uma plataforma de terapia gênica com um 
desenho de sequências que pode ser utilizada para múltiplas doenças, pois o ponto 
de clivagem no genoma é sempre o mesmo, apenas alternando-se o gene de 
interesse (ANGUELA et al., 2013). 
Os tratamentos foram realizados através de injeção hidrodinâmica na veia 
temporal superficial de camundongos MPS I neonatos. Essa injeção possui grande 
capacidade de produzir resultados por forçar a passagem de um grande volume de 
líquido pelo interstício, e assim penetrar nas células (YAN et al., 2012). Porém, certa 
mortalidade de animais está associada a esse método e as chances de sucesso da 
injeção são baixas, sendo que somente 35% dos animais foram perfeitamente 
injetados e puderam ser utilizados em nossos experimentos. 
Inicialmente, foram realizados testes piloto de injeção com as nanoemulsões 
e lipossomas a fim de estabelecer aplicações reprodutíveis, visto que o local de 
injeção é muito sensível ao extravasamento e de difícil visualização (Figura 7). 
 
Figura 7. Visualização da veia temporal superficial de camundongo MPS I neonato. 
A seta indica a localização da inserção da agulha para injeção. MPS I = 
mucopolissacaridose tipo I. Reproduzido de Baldo, 2012. 
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Após a injeção, todos os animais que receberam o complexo formado pela 
nanoemulsão em volume correspondente a 10% do peso corporal vieram a óbito (n 
injeção = 5). A causa provável poderia ser embolia pulmonar devido à presença de 
maior concentração lipídica nas nanoemulsões, ocorrência previamente descrita em 
diversos estudos (ESTEBE; MALLEDANT, 1991; FEIN et al., 2009; HULMAN, 1995; 
LEKKA et al., 2004; MILLER et al., 2012). Entretanto, quando o complexo lipossomal 
foi injetado, os camundongos demonstraram maior resistência e sobrevida, com 2 
sobreviventes (n injeção=5), provavelmente pela menor concentração lipídica e 
menor tamanho e índice de polidispersão desses carreadores. Dessa forma, 
optamos por utilizar somente os lipossomas nos experimentos in vivo. 
É possível ressaltar que em estudos anteriores do grupo de pesquisa 
injetamos com sucesso nanoemulsões carreadoras do plasmídeo pIDUA na veia da 
cauda de animais adultos, e o volume máximo de injeção foi de 1% do peso corporal 
dos animais (FRAGA et al., 2015b, 2015d, 2017), consistindo em um protocolo bem 
diferente do objetivado no presente estudo. 
Em vista do sucesso das injeções após o treinamento, a primeira avaliação a 
ser realizada foi a de biodistribuição dos complexos lipossomais fluorescentes. 
Surpreendentemente, apesar da injeção ser hidrodinâmica, os complexos tiveram 
principalmente uma maior afinidade pelos pulmões e coração, e em menor extensão 
pelo fígado. 
Após a injeção neonatal, os animais foram monitorados mensalmente e 
demonstraram um aumento significativo de cerca de 6% na atividade sérica de Idua 
em relação aos valores encontrados em camundongos normais, e o resultado foi 
mantido por seis meses. Em comparação com o grupo injetado com plasmídeo nu, 
os resultados foram significativamente melhores, denotando uma melhor 
capacidade de transfecção dos complexos lipossomais. 
Após seis meses realizou-se a eutanásia e foram observados aumentos 
significativos na atividade enzimática especialmente no pulmão, coração, fígado e 
rim; os mesmos órgãos que tiveram evidenciada a captura dos complexos marcados 
com sonda fluorescente. Corroborando os resultados da atividade de IDUA, foi 
demonstrada a redução significativa dos GAGs acumulados na urina e nesses 
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tecidos, evidenciada pela análise histológica. Em contraste, os animais injetados 
com os plasmídeos nus demonstraram similaridade com resultados bem 
estabelecidos de outros grupos de pesquisa (BONAMASSA; HAI; LIU, 2011; 
PRESTON; PELLEGRINI; EBERT, 2016; SEBESTYEN et al., 2006; YAN et al., 
2012), em que prevalece a afinidade pelo fígado. Uma análise global dos resultados 
demonstra que os complexos foram efetivos como prova de conceito da edição 
gênica em camundongos MPS I. 
Os resultados promissores da presente tese nos levaram a proteger a 
produção intelectual dos carreadores para edição gênica in vitro, ex vivo e in vivo, 
através de depósito da propriedade intelectual no INPI (Anexo 1).  
Em consequência aos resultados obtidos, objetivamos investigar mais 
profundamente os efeitos do aumento da atividade enzimática e redução dos níveis 
de GAGs na morfologia da face e ossos e fisiologia dos sistemas cardiovascular e 
respiratório, além de possíveis efeitos no cérebro e comportamento dos animais. As 
principais conclusões são preliminares pois o estudo ainda está em andamento, 
porém já sugerem que o aumento da atividade enzimática está diretamente 
correlacionado à melhora da função dos órgãos, com resultados em geral 
considerados intermediários entre camundongos normais e MPS I. Ocorreu melhora 
na aparência dos animais, na hipertrofia cardíaca e aorta, função pulmonar, e 
inclusive na espessura dos ossos, não havendo progresso somente no cérebro e 
comportamento. Os resultados encontrados nesse estudo aparentam similaridades 
com estudos realizados com transdução viral, em que ocorre um aumento de 
atividade enzimática de 10 vezes a atividade normal, e mesmo assim a aorta e ossos 
não demonstram importante melhora clínica (METCALF et al., 2010). Também é 
importante enfatizar que a avaliação pulmonar de camundongos MPS I por 
pletismografia nunca foi relatada, demonstrando o ineditismo desse tipo de análise. 
Em contrapartida dos desfechos positivos obtidos na presente tese, a partir 
dos resultados não significativos de atividade de IDUA e redução de GAGs no 
cérebro dos camundongos MPS I, foi possível concluir que os complexos não foram 
efetivos para editar as células do sistema nervoso em quantidades relevantes. 
Considerando-se que a enzima não ultrapassa a BHE, não ocorreu redistribuição da 
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enzima sérica, mesmo que isso tenha ocorrido em outros tecidos. Com base nessas 
afirmações e em experimentos anteriores do grupo de pesquisa (Schuh et al., Dados 
não publicados), foram realizados testes piloto em animais MPS I adultos com o 
intuito de formular um carreador capaz de transfectar células do sistema nervoso, e 
esse seria entregue por via nasal, menos invasiva e de maior aderência ao 
tratamento pelos pacientes. Como obtivemos resultados positivos e satisfatórios, foi 
realizado um depósito da proteção da propriedade intelectual junto ao INPI (Anexo 
2) que demonstra a obtenção de carreadores para terapia gênica do sistema nervoso 
central (Figura 8, Dados não publicados). 
 
Figura 8. Atividade de IDUA no tecido cerebral de animais MPS I tratados por via 
nasal durante 30 dias com o complexo lipossomal. Anova, Tukey post-hoc, p<0.05. 
MPS I= mucopolissacaridose tipo I. Liposome CRISPR/Rosa26 - animais tratados 
com lipossomas contendo as sequências para edição gênica. 
Faz-se importante ressaltar que pacientes com a forma Scheie da doença 
possuem apenas uma atividade residual da enzima e não apresentam acometimento 
cerebral significativo (GIUGLIANI, 2012; NEUFELD; MUENZER, 2007; WRAITH; 
JONES, 2014). Isso nos leva a crer que, mesmo uma correção modesta deste órgão 
pode ser suficiente para prevenir o aparecimento dos sintomas neuronais, o que já 
foi demonstrado em experimentos envolvendo terapia gênica em modelo animal de 
MPS I (BALDO et al., 2013). 
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Mais experimentos estendidos de administração nasal contemplando 
diversas análises como nível de GAGs na urina e tecidos, GFAP no córtex, 
comportamento, funções cardiovasculares e respiratórias, e análise óssea dos 
animais são pretensões para o pós-doutorado. 
Existem diversos parâmetros que podem influenciar no sucesso da edição 
genômica com o sistema CRISPR/Cas9. Um deles é a eficiência de correção por 
recombinação homóloga que pode ser influenciada por muitos fatores, que estão 
associados principalmente ao desenho dos vetores. Em primeiro lugar, as alterações 
feitas na sequência do molde que não modificam suficientemente o local de 
reconhecimento e clivagem da Cas9 podem resultar em mutagênese adicional por 
UENH na mesma região, reduzindo as taxas de correção. O tamanho da região 
homóloga também pode ter influência, e quanto maior for esta região, maiores as 
chances de ocorrência de recombinação. Ainda, vetores doadores com fita simples 
também parecem ter mais sucesso de recombinação do que vetores com fita dupla 
de DNA, dependendo do tamanho da sequência a ser corrigida/inserida (CONG et 
al., 2013; YANG et al., 2017). Neste trabalho optamos pelo uso de uma sequência 
maior que está sendo utilizada para outros experimentos, o que justifica a presença 
de um gene de resistência à higromicina. No entanto, em um estudo visando uma 
aplicação clínica, um desenho mais simples deverá ser considerado, objetivando 
reduzir o tamanho do inserto e, dessa forma, otimizar o processo. 
Outro fator importante a ser analisado e que pode estar relacionado a um 
possível prejuízo é a ocorrência de clivagens pela Cas9 fora do local de interesse 
(off-target) (FINE; CRADICK; BAO, 2014). Novamente visando uma aplicação 
clínica, é importante que se faça uma análise dos possíveis locais onde possam 
ocorrer clivagens off-target, para que não sejam modificadas indiretamente outras 
regiões importantes dentro do genoma (FINE; CRADICK; BAO, 2014). Existem 
ferramentas computacionais que fazem predição de possíveis sítios de clivagem off-
target por meio do número e localização de mismatches entre a sequência do RNA 
guia e o genoma de referência. O próximo passo da análise seria a seleção das 
sequências com maior probabilidade de off-target e seu sequenciamento para 
verificar a frequência de ocorrência de clivagens nessas regiões. Caso 
recombinações off-target estejam ocorrendo em locais importantes do genoma, 
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algumas possíveis soluções são a diminuição da quantidade de vetor CRISPR/Cas9 
utilizado na transfecção (o que poderia diminuir também a atividade da nuclease na 
sequência alvo) (RAN et al., 2013). Os experimentos para identificação de alvos off-
target, quantificação e sequenciamento dessas regiões estão em andamento. 
Como existe uma preocupação com a potencial de geração de mutagênese 
insercional a partir do uso deste sistema, estamos realizando um projeto paralelo 
que monitorará durante dois anos 15 animais normais tratados, comparando a 15 
controles (animais sem tratamento). Análises bioquímicas e histológicas estão 
sendo realizadas para demonstrar a possibilidade de indução tumoral do tratamento, 
baseando-se em estudo similar que avaliou a capacidade de mutagênese insercional 
após terapia genica com retrovírus (TITTIGER et al., 2008). Até o momento não 
foram identificadas diferenças entre os animais normais (controle) e os tratados, 
sugerindo a segurança do tratamento até cerca de um ano após a injeção.  
Ainda são poucos os estudos tanto in vitro quanto in vivo no campo da edição 
gênica com uso da ferramenta CRISPR/Cas9. Com a evolução rápida e o interesse 
crescente dos pesquisadores, essa tecnologia pode significar a cura de doenças 
para as quais só existem terapias crônicas e paliativas. 
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A principal conclusão deste trabalho se apoia na premissa de que é possível 
utilizar sistemas lipídicos nanoestruturados como vetores não-virais para edição 
gênica via CRISPR/Cas9 em um modelo de doença genética monogênica, a MPS I. 
• Publicamos um artigo de revisão bibliográfica em que discutimos como a 
nanotecnologia pode ser utilizada no tratamento das MPS. Comentamos quais tipos 
de biomateriais e nanoestruturas podem ser utilizados, além de citar estudos atuais 
em que se utilizam ou se poderia fazer uso dessas nanoestruturas. 
• Lipossomas e nanoemulsões foram produzidos e avaliados como co-
carreadores do plasmídeo CRISPR/Cas9 e do oligonucleotídeo doador da IDUA e 
demonstraram ser estáveis e eficientes na liberação intracelular dos ácidos nucleicos. 
• Fibroblastos de pacientes MPS I homozigotos para Trp402* foram 
transfectados com lipossomas e nanoemulsões complexados ao sistema 
CRISPR/Cas9 e ao oligonucleotídeo doador da sequência normal do gene IDUA. Os 
complexos promoveram aumento significativo da atividade de IDUA e normalização 
da morfologia dos lisossomos após os tratamentos. 
• Nanoemulsões e lipossomas foram produzidos por microfluidização e 
caracterizados para verificar sua viabilidade como carreadores do sistema 
CRISPR/Cas9. Ambos provaram ser efetivos carreadores, sem influência quanto ao 
tipo ou tamanho da sequência dos ácidos nucleicos. 
• Foi realizada injeção hidrodinâmica dos complexos lipossomais contendo os 
plasmídeos CRISPR/Cas9 e doador Idua ROSA26 em camundongos MPS I neonatos, 
e foi demonstrado aumento significativo da atividade enzimática e redução dos GAGs 
em diversos tecidos, gerando um depósito no INPI da produção intelectual derivada 
desse estudo. 
• Os animais MPS I tratados com os complexos lipossomais demonstraram 
melhora nas funções pulmonar e cardiovascular, ossos, morfologia da face e aorta. 
Somente não houve melhora no comportamento e neuroinflamação. 
• A partir dos resultados obtidos nos experimentos anteriores, verificou-se a 
possibilidade da administração nasal de carreadores para terapia gênica visando ao 
cérebro. Um experimento piloto foi realizado e então ocorreu o depósito da produção 
intelectual envolvida nos resultados dos estudos. 
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ANEXO 1 
Patente de inovação depositada no INPI 
Composição editora de genoma, processo de obtenção e uso da mesma 
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O texto completo do anexo 1, que no texto completo da tese defendida ocupa o 
intervalo de páginas compreendido entre as páginas 249 – 297, foi suprimido por 
tratar-se de manuscrito depositado no INPI e ainda não publicado. Consta da 
descrição da administração de uma composição editora de genoma, processo de 
obtenção e uso da mesma, depositado sob o número BR 10 2017 003860 2. 
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ANEXO 2 
Patente de inovação depositada no INPI 
Composição para terapia gênica do sistema nervoso central, processo de 
obtenção e uso da mesma 
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O texto completo do anexo 2, que no texto completo da tese defendida ocupa o 
intervalo de páginas compreendido entre as páginas 301 – 351, foi suprimido por 
tratar-se de manuscrito depositado no INPI como patente de invenção. Consta da 
descrição uma composição para administração no sistema nervoso central, processo 
de obtenção e uso da mesma, depositado no INPI sob o número .BR 10 2017 016440-
3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 302 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 303 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 304 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 305 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 306 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 307 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 308 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 309 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 310 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 311 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 312 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 313 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 314 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 315 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 316 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 317 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 318 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 319 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 320 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 321 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 322 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 323 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 324 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 325 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 326 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 327 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 328 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 329 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 330 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 331 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 332 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 333 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 334 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 335 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 336 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 337 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 338 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 339 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 340 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 341 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 342 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 343 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 344 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 345 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 346 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 347 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 348 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 349 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 350 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 351 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
